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Resumo

Introdu¢ao: Na hemodialise, os pacientes sdo
expostos a um grande volume de dgua, o que
pode levar a riscos fatais se ndo cumprir com
padrdes de qualidade. Este estudo teve como
objetivo validar um método alternativo para
monitorar a qualidade microbiologica da
dgua tratada e avaliar sua aplicabilidade em
andlises de didlise e dialisato, para permitir
acOes corretivas em tempo real. Métodos: A
valida¢do e aplicabilidade foram analisadas
por métodos convencionais e alternativos.
Para validagdo, a endotoxina padrdo de
E. coli foi diluida com dgua apirogénica
em cinco concentragdes. Para a andlise de
aplicabilidade, a dgua tratada para dialise
foi coletada em diferentes pontos do sistema
de tratamento (osmose reversa, canalizagio
de drenagem no fundo do tanque de
armazenamento, reutilizacdo e circuito) e o
dialisato foi coletado em quatro maquinas
localizadas em diferentes salas do setor de
hemodidlise. Resultados: Os resultados
da validacio obedeceram aos critérios de
aceitagio da Farmacopeia Brasileira, com
excecdo das duas ultimas concentragdes
analisadas. Além disso, o critério de robustez
realizado sob a Farmacopeia dos EUA estava
de acordo com os resultados. Discussao: Um
fator limitante na andlise de aplicabilidade
foi a auséncia do nivel mdximo permitido
de endotoxina no dialisato pela legislagio
brasileira. Ao comparar o tempo de andlise,
o método alternativo consumiu mais
tempo que o convencional. Isso sugere
que o método alternativo é eficaz no caso
de poucas andlises, ou seja, andlises em
tempo real, favorecendo agdes corretivas
imediatamente. Por outro lado, ndo suporta
a implementagdo do método alternativo
em uma rotina de laboratério devido a alta
demanda por andlises.

Palavras-chave: Didlise Renal; Qualidade da
Agua; Estudos de Validacio; Endotoxinas;
Andlise Microbioldgica.

ABSTRACT

Introduction: In hemodialysis, patients
are exposed to a large volume of water,
which may lead to fatal risks if not
meeting quality standards. This study
aimed to validate an alternative method
for monitoring microbiological quality of
treated water and assess its applicability
in dialysis and dialysate analysis, to allow
corrective actions in real-time. Methods:
Validation and applicability were analyzed
by conventional and alternative methods.
For validation, E. coli standard endotoxin
was diluted with apyrogenic water in
five concentrations. For the applicability
analysis, treated water for dialysis was
collected from different points in the
treatment system (reverse osmosis, drainage
canalization at the storage tank bottom,
reuse, and loop), and dialysate was collected
from four machines located in different
rooms in the hemodialysis sector. Results:
The validation results were in accordance
with  the Brazilian  Pharmacopoeia
acceptance criteria, except for the last two
concentrations analyzed. In addition, the
ruggedness criterion performed under the
US Pharmacopoeia was in agreement with
the results. Discussion: A limiting factor in
the applicability analysis was the absence of
the endotoxin maximum permitted level in
dialysate by the Brazilian legislation. When
comparing the analysis time, the alternative
method was more time-consuming than the
conventional one. This suggests that the
alternative method is effective in the case
of few analyses, that is, real-time analyses,
favoring corrective actions promptly. On
the other hand, it does not support the
implementation of the alternative method
in a laboratory routine due to the high
demand for analyses.

Keywords: Renal Dialysis; Water Quality;
Validation Studies; Endotoxins; Micro-
biological Analysis.
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INTRODUCAO

Atualmente, pacientes com doenca renal cronica
podem ser submetidos a terapia renal substitutiva,
tendo como opgdes didlise peritoneal, hemodidlise ou
transplante renal, dependendo do estagio e evolucdao
da doenca.'?

A hemodialise é um procedimento amplamente
utilizado e, durante o tratamento, os pacientes sio
expostos a um grande volume de dgua. Se a dgua
utilizada nido atender aos padrdes de qualidade
exigidos pelos orgdos de supervisio, ela pode
representar um risco para os pacientes e levar a
morte.>*

Contaminantes quimicos e microbianos podem
ser prejudiciais aos pacientes em tratamento
hemodialitico.’ Aluminio, cloramina, fluoreto, cobre
e zinco podem ser apontados como contaminantes
quimicos, enquanto os microrganismos mais comuns
encontrados como contaminantes no sistema de dgua
sio Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,
Alcaligenes, Serratia, todas as bactérias Gram-
negativas e Mycobacterium."¢

Entre os componentes derivados das membranas
bacterianas ~ Gram-negativas,  destacam-se  as
endotoxinas, que fazem parte do complexo
lipopolissacarideo. O complexo lipopolissacarideo
possui uma porg¢ao lipidica (lipidio A), que confere
toxicidade durante a lise, a morte e a multiplicacdo
das bactérias.”®

As endotoxinas presentes no dialisato nio podem
ser retidas por uma membrana dialitica danificada,
atingindo a corrente sanguinea do paciente e
resultando em uma reacdo pirogénica pela estimulacdo
de citocinas liberadas pelos macréfagos.”!?

Nos Estados Unidos da América, houve seis surtos
de contaminagio por endotoxinas entre 1973 e 1987,
afetando 177 pacientes, mas nenhuma morte foi
registrada.” Em um estudo realizado em 30 centros
de dialise na Alemanha, observou-se que 12,2% das
amostras de dgua e 27,5% das amostras de dialisato
apresentaram concentra¢do de endotoxina superior a
5 EU/mL."

No Brasil, um estudo analisando a dgua da didlise
na cidade de Sdo Luis/MA, constatou que 100% e
33,33% das amostras apresentaram endotoxinas no
pré e pOs-tratamento, respectivamente.'?

Tais incidentes indicam que as unidades de
hemodialise, além de garantir dgua de qualidade,
também devem ter um protocolo bem estabelecido
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de desinfec¢io, uma vez que o concentrado de
bicarbonato, um componente da solugio de didlise, é
suscetivel a contaminacio bacteriana e elevacio dos
niveis de endotoxinas.!

A glicose pode estar presente na solucdo de didlise
para controlar os niveis glicémicos e otimizar o
tratamento do diabetes, mas, como o bicarbonato, é
uma fonte de carbono e sua presenca pode aumentar
nio apenas a contaminagio bacteriana, mas também
a concentracdo de endotoxinas.'>®

A escolha de métodos analiticos sensiveis e
especificos para a andlise da dgua é essencial para
obter dgua de qualidade e garantir a seguranga do
paciente.' Desde 1980, a Farmacopeia dos Estados
Unidos descreve o Teste de Lisado de Amebdcito
Limulus (LAL) como um método para analisar
endotoxinas em produtos farmacéuticos, substituindo
amplamente o uso do teste de pirogénio em coelhos.
Embora com abrangéncia, conceitos e escopos
distintos, o ensaio de endotoxina bacteriana substitui
€ supera as vantagens, na maioria das situagdes, do
teste de pirogénio in vivo.”

A Farmacopeia Brasileira recomenda dois tipos de
testes de determinagdo de endotoxinas: o teste semi-
quantitativo de coagulagio em gel e o teste fotométrico
quantitativo, que ¢ dividido em turbidimétrico ou
cromogeénico. '’

Um estudo realizado por Lemgruber et al.’
determinou que o erro inerente a pipetagem interfere
nos resultados do método cromogénico, o que poderia
comprometer a confiabilidade. A variabilidade da
técnica do analista também é um fator que pode
interferir nos testes de LAL.!”

Na tentativa de contornar as diferentes limitagdoes
metodoldgicas,  métodos  alternativos  foram
desenvolvidos para proporcionar um nivel mais alto
de qualidade dos resultados, maior sensibilidade e
agilidade, permitindo que acbes corretivas sejam
tomadas mais precocemente.'’

O método alternativo deve ter atributos como
menor tempo de execugdo, resultados mais rdpidos,
automagdo, facil  execugdo,  miniaturizagio,
baixo custo e estar de acordo com os parimetros
analiticos.”® Nesse contexto, é possivel chamar a
atengao para o Sistema de Teste Portitil (PTS®), que
adota um espectrofotometro portétil desenvolvido
para simplificar a manipulagio de amostras e
a preparagdo padrdo para cada teste, seja para
constru¢gao de curvas padrio ou para o teste de



amostras. Quantidades precisas de reagente LAL,
endotoxina e substratos cromogénicos sdo fixadas
em um cartucho totalmente livre de pirogénio,
eliminando a variabilidade da técnica. Por ser um
sistema miniaturizado, pode ser transportado para
o ponto de amostragem, fornecendo resultados
precisos em tempo real.!”

No entanto, a implementagio de métodos
alternativos deve ser precedida por uma cuidadosa

15 A palavra validar traduz o ato de

validacdo.
documentar que um determinado procedimento
seja eficaz e apropriado ao seu objetivo.”” Para que
a validacdo seja considerada satisfatoria, algumas
etapas devem ser executadas com maestria, com foco
na qualificacio do projeto, instalagio, operagio e
desempenho.”

No escopo do presente trabalho, caracteristicas
intrinsecas do equipamento e atribuicbes de seu
fabricante levaram a qualificagdo do desempenho.

A qualifica¢do de desempenho engloba evidéncias
de que o método alternativo seja adequado para
uso rotineiro, em conformidade com os critérios
de validagido, que sdo regulados por farmacopeias
e organizacdes internacionalmente conhecidas
como a Parenteral Drug Association (PDA)’. As
recomendagdes dos critérios de validacio a serem
analisados dependem do tipo de andlise: qualitativa,
quantitativa ou identifica¢do.!

Se for comprovado que o método alternativo
¢ equivalente, superior ou ndo inferior ao padrio
convencional usado, sua substituicio pode ser aceita e
estimulada por agéncias reguladoras de alguns lugares
como Australia, Europa, Japdo e Estados Unidos."”

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi validar
0 PTS® e avaliar sua aplicabilidade no monitoramento
da dgua tratada para dialise e dialisato por um més
em uma unidade de didlise.

Figura 1. Representacdo esquematica do teste de coagulagdo em gel.
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MaTeriaL E METODO

VALIDACAO

Para validar o PTS®, a endotoxina padrio de
controle (EPC) de Escherichia coli foi diluida em
agua com reagente LAL em cinco concentragoes
(0,0625, 0,125, 0,25, 0,5 e 1,0 EU/mL), que foram
analisadas pelos métodos convencional e alternativo.
Para a preparagdo das dilui¢des de EPC, o frasco foi
agitado vigorosamente antes do uso por pelo menos
3 minutos e, em seguida, as diluicdes em série foram
realizadas, agitadas por pelo menos 30 segundos apds
cada dilui¢io."

Além disso, a EPC foi preparada na concentragio
de 2 A para o controle positivo do produto (CPP) e o
controle positivo da dgua reagente LAL (PWC)."

METODOLOGIA CONVENCIONAL

A metodologia convencional foi o método de
coagulagio em gel. Primeiramente, foi realizada a
preparagdo do reagente LAL, o conteudo do frasco
foi reconstituido com dgua reagente LAL, de acordo
com as instrugdes do fabricante, e armazenado em um
freezer até o uso.

Um volume de 100 pL de reagente LAL foi
colocado em sete tubos de ensaio apirogénicos;
em cinco deles, foram adicionados 100 pL de cada
dilui¢io da amostra, em um tubo foram adicionados
100 pL de dgua reagente LAL para fazer o controle
negativo da dgua do reagente LAL (NWC) e, em
um sétimo tubo, foi realizada a PWC, onde 100 pL
foram adicionados s uma solugido formada por 100
pL de dgua reagente LAL mais 100 pL de EPC na
concentragio de 2 (Figura 1).%

Os tubos foram entdo incubados em banho-
maria por 1 hora a 37 = 1 ° C, livres de vibragdes.
Apo6s esse periodo, os tubos foram lidos e a reagio
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foi considerada positiva quando um gel firme
permanecesse intacto quando o tubo era invertido
(180°). A reacdo foi considerada negativa quando ndo
houve formacio de gel ou o codgulo nio manteve sua
integridade quando o tubo foi invertido."

METODO ALTERNATIVO
O método alternativo foi o sistema Endosafe PTS®,
com o cartucho considerado mais adequado, devido
ao limite de endotoxinas permitido pela legislacdao
para amostras de dgua para didlise com sensibilidade
de 0,05 a 5 EU/mL.

Apés a insercdo do cartucho no aparelho, um
volume de 25 pL de cada dilui¢do foi pipetado e
transferido para cada um dos quatro reservatorios.
Cada reservatério tem um canal; em dois deles a
amostra reage com o reagente LAL e um substrato
cromogénico (ambos presentes no cartucho) e nos
outros dois, foi realizada PPC, pois além do reagente
LAL, ele contém 0,69 EU/mL de endotoxina. A
densidade Optica do canal é analisada com base na
curva padrdo arquivada internamente.'” As analises
foram realizadas por dois analistas diferentes, que
analisaram os dados em triplicata (trés cartuchos por
diluigio), totalizando seis repeti¢des.

Os resultados foram analisados de acordo com os
critérios de aceitagdo descritos na Tabela 1.

APLICABILIDADE DE METODO ALTERNATIVO

Amostras de dgua tratada de didlise e dialisato
foram analisados quanto a presenca de endotoxina
bacteriana. A 4gua foi coletada de quatro pontos
diferentes no sistema: osmose reversa, canalizacio de
drenagem no fundo do tanque de armazenamento,
reutilizacdo e circuito. O dialisato foi coletado em
quatro maquinas de didlise em funcionamento,
localizadas em diferentes salas do setor de hemodilise
(Figura 2).

Para monitorar esta unidade por um més, foram
realizadas quatro coletas consecutivas, sendo a
primeira na semana anterior a desinfec¢io quimica
do sistema de dgua com acido peracético a 0,2%,
realizada mensalmente.

Um volume de 100 pL de reagente LAL foi
adicionado aos tubos de teste pirogénicos e um
volume de 100 pL de cada amostra (osmose reversa,
canalizacio de drenagem no fundo do tanque de
armazenamento, reutiliza¢do e circuito) diluido 1: 2
com agua reagente LAL foi adicionado, de acordo
com o cilculo da dilui¢io méixima valida (DMYV),

DESCRICAO DOS PARAMETROS, FORMULARIOS DE ANALISE E CRITERIOS DE ACEITAGAO PARA VALIDAGAO DE

TABELA 1. . ) .
METODOS MICROBIOLOGICOS E BIOLOGICOS ALTERNATIVOS.
Parametros Formularios de Analise Critérios de Aceitacao
Exatidao Determinacao da porcentagem de A recuperacdo do método alternativo deve ser de
recuperacao. 100 + 30% maior que o convencional.
- Determinacéo do coeficiente de O coeficiente de variagdo deve ser menor que
Preciséo s 9
variagao. 30%.
O método deve ser capaz de apresentar resultados
Especificidade Interpretacao dos resultados positivos para os diferentes microrganismo

Limite da deteccao

Limite da quantificagdo

Célculo do coeficiente de correlacdo
(R?) pela andlise de dados por regresséao

Linearidade
linear.

Intervalo operacional

Comparacéo entre replicatas do
mesmo analista e entre diferentes

Robustez
analistas.

Intepretacéo dos resultados, seguida
pelo teste do qui-quadrado.

Interpretagdo dos resultados.

Interpretacdo dos resultados.

presentes na amostra.

Pelo menos 50% dos resultados positivos no
meétodo convencional devem ser positivos no
meétodo alternativo.

O método alternativo deve ser capaz de determinar
a mais baixa carga microbiana com precisao e
exatidao.

O método alternativo ndo deve ter um R? menor do
que 0,95.

Determinado com base em estudos de precisao,
exatidéo e linearidade.

O método alternativo devera prover resultados
reproduziveis mesmo com alteracbes em
condicdes tais como diferentes analistas e

diferentes periodos.

Fonte: Adaptado da farmacopeia brasileira e da farmacopeia americana.'> 2
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Figura 2. Representacdo esquematica da dgua tratada para didlise e amostragem de dialisato.

porque a sensibilidade relatada do reagente LAL usado
foi de 0,125 EU/mL e o limite de endotoxina permitido
para a dgua tratada para didlise é de 0,25 EU/mL.*!

DMV = limite de g\ndotoxina

Onde ) é a sensibilidade do reagente LAL expressa
no rétulo do frasco.®

As amostras de dialisato foram diluidas nessa
mesma concentra¢io. As andlises foram realizadas em
triplicata (trés cartuchos por amostra). NWC e PWC
também foram realizados como descrito anteriormente.
Além disso, foi realizado o CPP, onde foram adicionados
100 pL de uma solugdo feita por 100 pL da amostra
mais 100 pL de EPC na concentragio de 2\ em tubos
contendo 100 pL de reagente LAL.

Os tubos foram entio incubados em banho-maria
a 37 =1 °C por 1 hora, evitando-se vibracbes. Apos
esse periodo, a leitura foi realizada. As amostras que
apresentaram resultados positivos para 0,25 EU/mL
foram submetidas a andlises adicionais para verificar
se os niveis de endotoxina estavam na faixa de 0,25-
0,35 EU/mL ou superior a 0,5 EU/mL. Paralelamente,
foram pipetadas 25 pL de cada amostra (ndo diluida)
dos quatro reservatérios em cada um dos cartuchos
PTS® (triplicado) para realizar uma comparagdao com
o método convencional.

ANALISE ESTATISTICA

O software Minitab® 17 foi usado para anilise
estatistica.

ResuLtaDOS E DiscussAo

VALIDACAO

Uma limitagdo observada durante a andlise foi que as
réplicas da tltima concentracdo, 0,0625 EU/mL, ndo
foram detectadas em nenhuma das réplicas porque
o equipamento indicava que estava abaixo do limite
de detec¢do; portanto, ndo foi utilizado na anilise
estatistica.

LINEARIDADE

A analise de regressao linear (Figura 3) mostrou uma
boa correlacdo entre as duas varidveis, uma vez que o
R?2 foi superior a 0,95, sugerindo que os resultados tém
linearidade." Esses dados corroboram com pesquisas
realizadas anteriormente, nas quais o PTS também
apresentava boa linearidade.”? Uma vez que a anilise
de varidncia (ANOVA), que mede a forca da evidéncia
dos dados, foi menor que o nivel de significAncia de
0,05, a equacdo linear foi confirmada.

PRrecisAo

A Tabela 2 mostra que os dados ndo estdo dentro da
faixa recomendada de precisdo, porque a porcentagem
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Figura 3. Representacao linear dos resultados da validacéo.

de recuperagio deve ser de 100 = 30%." Ao aplicar
a equacdo obtida por regressdo linear para corrigir os
dados, os valores estavam dentro do limite aceitavel,
exceto para a concentragdo de 0,125 EU/mL (tabela
3). Portanto, concentragdes de 1 a 0,25 EU/mL podem
ser consideradas precisas. Em estudo anterior, o PTS®

TABELA 2.

apresentou resultados significativamente diferentes
entre a concentra¢ao da amostra e a leitura realizada
pelo equipamento, o que comprometeu a aprovagio
desse critério.?

ExaTIDAO

As concentragdes de 1 a 0,125 EU/mL atenderam aos
critérios de exatiddo, ou seja, todos os valores estavam
dentro de 30% do controle (Tabela 4) 15. Estudos
anteriores também relataram que o PTS® era exato.23*

EsPECIFICIDADE

Para esses critérios, apenas concentragOes exatas
foram usadas. ApGs a corregdo dos dados, o limite
de sensibilidade do cartucho de 0,050 EU/mL passou
para 0,14 EU/mL. O método alternativo em estudo foi
caracterizado por apresentar resultados positivos em
concentragdes superiores a sua sensibilidade (1,0; 0,5;

DISTRIBUIGAO DOS RESULTADOS DO METODO CONVENCIONAL EM COMPARAGAO AO METODO ALTERNATIVO.

Método Convencional (EU/mL)

0,5 0,25 0,125
Método Alternativo (EU/mL)
Replicata 1 0,336 0,173 0,089 <0,050
Replicata 2 0,451 0,165 0,121 0,063
Replicata 3 0,365 0,185 0,092 0,061
Replicata 4 0,410 0,158 0,093 <0,050
Replicata 5 0,413 0,193 0,087 <0,050
Replicata 6 0,369 0,193 0,080 0,059
Média 0,391 0,178 0,094 0,061
Taxa Média de Recuperagao 39,1 35,6 376 48,8

Dados com "<" nao foram incluidos nos célculos da média e do desvio padréo.

TABELA 3.

RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DA VALIDAGAO DO METODO ALTERNATIVO APOS CORRECAO COM A EQUAGCAO
OBTIDA A PARTIR DE REGRESSAOQ LINEAR.

Método Convencional (EU/mL)

1 0,5 0,25 0,125
Método Alternativo (EU/mL)
Replicata 1 0,874 0,454 0,237 <0,14
Replicata 2 1,170 0,433 0,320 0,170
Replicata 3 0,949 0,485 0,245 0,165
Replicata 4 1,065 0,415 0,248 <0,14
Replicata b 1,072 0,505 0,232 <0,14
Replicata 6 0,959 0,505 0,214 0,160
Média 1,015 0,466 0,249 0,165
Taxa Média de Recuperacao 101,5 93,2 99,5 132

Dados com "<" nao foram incluidos nos célculos de média e desvio padrao.
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TABELA 4.
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COEFICIENTE DE VARIACAO 0OS DADOS DE VALIDACAO CORRIGIDOS PELA EQUAGAO DA RETA OBTIDA PELA REGRESSAQ LINEAR.

Concentracao de endotoxina (EU/mL)

1 0,5 0,25 0,125
Método Alternativo (EU/mL)
Média 1,015 0,466 0,249 0,165
Desvio padrao 0,107 0,038 0,037 0,005
Coeficiente de variacdo (%) 10,55 8,17 14,65 3,12

0,25 EU/mL). Esses resultados coletivamente levam a
confirmagdo da especificidade do método (Tabela 3).'

LIMITE DE DETECCAO

Os dados da Tabela 3 mostram que a concentragio
de 0,125 EU/mL foi a menor que apresentou 50%
de resultados positivos, sendo, portanto, o limite
de deteccio do método alternativo em estudo. A
Farmacopeia Brasileira recomenda o teste do qui-
quadrado para avaliar a ndo inferioridade em
relacio ao método tradicional; no entanto, devido ao
pequeno tamanho da amostra, esse teste ndo pode ser
aplicado.'>?

LIMITE DE QUANTI FICACAO

Com base nos resultados da precisdo e exatiddo, o
limite de quantificagio do método alternativo em
estudo foi de 0,25 EU/mL."

FAIXA OPERACIONAL

Com base nos resultados de precisio, exatiddo e
linearidade, a faixa operacional do método alternativo
¢ de 0,25 a 1,0 EU/mL.1S

RoBusTEZ

Pela proximidade dos desvios padrdo dos dois
analistas (Tabela 5) e considerando que ambos os
coeficientes de variacdo estavam acima de 0,95

(Figura 4), pode-se dizer que o método alternati-
vo forneceu resultados reproduziveis, confirmando
sua robustez.?’

Figura 4. Comparacdo das médias de PTS® obtidas pelos dois
analistas.

O PTS® foi validado para amostras livres de
endotoxinas ou com niveis de 0,25 a 1,0. EU/mL,
portanto, é considerado eficaz e adequado para

monitorar a dgua tratada com didlise e o dialisato.!>"

APLICABILIDADE DE METODO ALTERNATIVO

A Tabela 6 mostra os resultados médios das analises
realizadas pelos métodos convencional e alternativo
em amostras de dgua tratada para didlise. Todos os
resultados, independentemente do método utilizado,
estdo de acordo com a legislagio vigente, ou seja,

TABELA 5. DISTRIBUIGAO DOS DADOS DOS METODOS CONVENCIONAL E ALTERNATIVO POR DIA E ANALISTAS.
Método Convencional (EU / mL) Analista 1 Analista 2

1 05 025 0,125 1 0,5 0,25 0,125
Método alternativo (EU / mL)
Dia 1 0,874 0,454 0,237 <0,14 1,065 0,415 0,248 <0,14
Dia 2 1,170 0,433 0,320 0,170 1,072 0,505 0,232 <0,14
Dia 3 0,949 0485 0,245 0,965 0,959 0,605 0,214 0,160
Média 0,998 0,457 0,267 0,968 1,032 0475 0,231 0,160
Desvio padrao 0,154 0,026 0,046 0,004 0,063 0,052 0,017 -

Dados com “<" ndo foram incluidos nos célculos de média e desvio padrédo; calculos com “-"nao foram feitos.
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abaixo de 0,25 EU/mL.2! Esses achados estio de
acordo com um estudo realizado em Curitiba/PR,
cujo objetivo era avaliar a qualidade da dgua de seis
centros de didlise por 12 meses, em que 85% das
amostras de dgua tratada para didlise estavam em
conformidade com a legislagdo vigente.?

Ao analisar amostras de dialisato (Tabela 6), houve
uma limita¢do para determinar se os resultados estdo
de acordo com a legislagio atual dos Requisitos de
Boas Praticas Operacionais para Servicos de Didlise,
pois determina apenas que as amostras de dialisato
devem ser coletadas mensalmente para contagem de
placas heterotréficas, sem especificar a andlise de
endotoxinas.?!

Embora a Resolu¢io do Colegiado de Diretores
(RCD) no 11 de 2014 n3ao mencione a concentra¢iao
méxima permitida de endotoxina, este estudo utilizou
para fins de andlise o conceito de dialisato como sendo
o resultado da diluicdo, em proporg¢des apropriadas,
do concentrado polieletrolitico para hemodiilise em
dgua tratada para dialise.”!

A RCD n° 8, de 2 de janeiro de 2001, fornece
boas préticas de fabricagio para o concentrado
de hemodialise polieletrolitica e determina que a
concentragio maxima de endotoxina permitida é de
0,5 EU/mL até a data de vencimento estabelecida pelo
fabricante.?” Portanto, uma previsdo para um limite
maximo de endotoxina de 0,75 EU/mL (0,5 + 0,25
EU/mL) pode ser presumido.

Desconsiderando a propor¢do entre dgua e
concentrado polieletrolitico, a RCD no 11 de 2014
afirma que a bactéria heterotréfica maxima permitida
para o dialisato é de 200 UFC/mL. Aparentemente,
essa é a soma da concentragio maxima permitida

para dgua tratada para didlise, 100 UFC/mL, e para o
concentrado polieletrolitico, 100 UFC/mL, expresso
na RCD no 8 de 2001.21%7

Considerando esse limite, trés amostras estariam
fora do limite de especificagdo. No entanto, nio houve
relato de reagdo pirogénica, possivelmente porque o
dialisato foi coletado na mangueira que transporta
agua para o dialisador de polissulfona, que pode reter
endotoxinas.?® Esses dados corroboram com pesquisas
anteriores comparando dois tipos de membrana de
dialisato, polissulfona e polietersulfona. Os autores
concluiram que ambos sdo eficazes na prevencdo da
passagem de endotoxinas possivelmente presentes no
dialisado.”

Devido ao seu potencial, os autores testaram
membranas feitas de polissulfona de diferentes
marcas e observaram que existe uma diferenca de
permeabilidade entre elas, justificando a avaliacdo de
desempenho pelos fabricantes.’® O reprocessamento
dos dialisadores pode comprometer a qualidade da
membrana e alterar sua permeabilidade.’

Um estudo realizado em 30 centros de didlise na
Alemanha analisou a concentra¢io de endotoxina
em amostras de dgua tratada para dialise e dialisato,
que variaram de 0 a 95 EU/mL e 0 a 487 EU/mL,
respectivamente. Os autores estavam preocupados
com os altos niveis, propondo uma regulamentagio
mais rigorosa. O artigo, no entanto, ndo se refere a
reutilizacdo de dialisadores."!

No Brasil, na cidade de Ponta Grossa/PR, foi
realizado um levantamento para determinar a
qualidade da dgua e do dialisato de 62 amostras
coletadas no sistema de hemodidlise de novembro
de 2003 a abril de 2004: a presenga de endotoxina

COMPARA(;AO DAS MEDIAS DO NIVEL DE ENDOTOXINA PELO METODO CONVENCIONAL E ALTERNATIVO DAS AMOSTRAS DE

TABELA 6. ) )
AGUA TRATADA PARA DIALISE E DIALISATO.
Nivel de Endotoxina (UE/mL)
Amostragem Método Agua tratada para dialise Dialisato
Osmose Tanque Reuso Loop Magq. 1 Magq. 2 Maq.3 Maq. 4
Convencional <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 < 0,25 < 0,25 <025 <0,25
1 Alternativo <0,14 <0,14 0,140 <0,14 <0,14 <0,14 <0,14 <0,14
Convencional <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <025 035><05 <025 <025
2 Alternativo <0,14 <0,14 <0,14 <0,14 <0,14 0,17 0,230 <0,14
Convencional <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 >0,5 <0,25 <0,25 >0,5
3 Alternativo <0,14 <0,14 <0,14 <0,14 24,784 <0,14 <0,14 0,974
Convencional <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 >0,5
4 Alternativo <0,14 <0,14 <0,14 <0,14 <0,14 <0,14 <0,14 1,165

mag. = maquina.
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foi observada apenas nas amostras que precederam a
osmose reversa.’!

Em um estudo realizado na Lituinia, foram
analisadas amostras de 4gua tratada para dialise e
dialisato quanto a presenga de endotoxina; 86%
das amostras de dgua tratada para dialise e 92%
das amostras de dialisato apresentaram niveis de
endotoxina abaixo de 0,25 EU/mL, seguindo a
Farmacopeia Europeia e as Diretrizes de Melhores
Priticas Europeias para fluido de didlise puro.
O estudo também relata que essas porcentagens
poderiam ser maiores se 0 monitoramento dos niveis
de endotoxina fosse feito com mais frequéncia.*?

Klein et al.,*® apés a realizagio de um estudo em
51 centros de didlise nos Estados Unidos, destacaram
a necessidade de monitoramento regular dos niveis
de endotoxina no dialisato, o que estd de acordo
com um estudo realizado na Alemanha, onde os
autores chamam a atengdo para a importancia do
monitoramento, porque os niveis de endotoxina no
dialisato eram mais altos do que na dgua tratada para
dialise.!

No Brasil, existem programas de monitoramento
da 4gua de didlise em alguns estados como Sio
Paulo e Rio de Janeiro, mas eles monitoram apenas
a qualidade da dgua tratada em dialise.>** Por outro
lado, o trabalho realizado no Estado da Bahia para
propor um programa de monitoramento, também
incluiu monitoramento de dialisato, mas apenas

36 Embora

no nivel de bactérias heterotroficas.
importantes, essas iniciativas falham em abordar um
aspecto importante da seguranca do paciente.

As informacgdes acima mencionadas foram obtidas
pelo método convencional e permitem definir aspectos
de risco para o paciente.’® Além da elaboracio
e implementacio de regulamentos mais rigidos,
recomenda-se o uso de métodos que proporcionem
resultados mais rdpidos com maior sensibilidade,
entre outras caracteristicas promissoras.

Ao comparar os resultados dos dois métodos,
todas as amostras negativas no método convencional

também foram negativas no alternativo, mas uma das

TABELA 7.

Método alternativo de anélise em hemodialise

quatro amostras positivas no método convencional
foi negativa no método alternativo (Tabela 7).
Paralelamente, os dados da Tabela 7 foram avaliados
pelo Teste Exato de Fisher, mostrando uma associagdo
significativa entre os métodos analisados.

De acordo com os dados presentes, Gee et al.”
total dos
negativos nos dois métodos. No entanto, quando os

observaram concordancia resultados
resultados foram positivos no método convencional,
independentemente da diluicio da amostra, os
obtidos

considerando os limites qualitativos (convencionais) e

resultados no PTS® foram menores,
efetivamente quantificados (PTS®). O autor também
relata que os testes quantitativos e qualitativos
devem considerar uma margem de erro dupla devido
a natureza biologica das endotoxinas presentes na
amostra e no reagente LAL; caracteristicas intrinsecas
devido a diferentes analistas, laboratérios, insumos
usados e amostras aumentam a variabilidade e,
portanto, é comum que amostras positivas divirjam
nos resultados. A Food and Drug Administration
(FDA) e a Farmacopeia dos EUA admitem essa
limitagio e, portanto, fornecem uma faixa aceitavel
de recuperacdo em ensaios cinéticos de 50 a 200%.%"

De acordo com o fabricante do PTS®, para que
um teste seja considerado valido, o canal de reagdo do
cartucho e os coeficientes de varia¢io do canal PPC em
que a amostra é analisada devem ser inferiores a 25%
(pico, com uma quantidade conhecida de endotoxina,
0,69 EU/mL mais amostra). Outro parametro a
considerar é a porcentagem de recuperagio de pico,
que deve ser de 50 a 200%." Para todos os testes
realizados no presente trabalho, os requisitos do
fabricante do PTS® foram atendidos, conforme
mostrado na Tabela 8. Portanto, pode ser considerado
que os dados de validagio e aplicabilidade estdo de
acordo com esses trés parimetros.

Segundo Williams (2001) apud Fukumori®, a
recuperagdo do pico dentro do critério de aceitacdo
apresentando

indica que a andlise ndo estd

interferéncia no produto. Isso sugere que a dgua

tratada para didlise e o dialisato ndo interferiram na

COMPARAGAO DAS MEDIAS POSITIVA E NEGATIVE DE CADA METODO.

Método Alternativo

Positivo Negativo Total
) Positivo 3 1 4
Método convencional ]
Negativo 0 28 28
Total 3 29 32
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TABELA 8.

CRITERIOS DE ACEITACAO PELO FABRICANTE E OS RESPECTIVOS VALORES DE VALIDACAO E APLICABILIDADE

Dados de Aceitacao

Dados de Aplicabilidade

Critérios e Aceitacao Maior valor Menor valor  Valor mais Valor mais
alto baixo

Coeficiente de variacdo dos canais de amostra 0,0 % 10,5 % 0,0 % 21,6 %

Coeficiente de variagdo dos canais do controle positivo 0,0 % 14,3 % 0,0 % 18,3 %

do produto

Pico do spike 184 % 96 % 53% 175 %

andlise da endotoxina. Entretanto, os fabricantes do
reagente do método de coagulagio em gel apontam
que amostras com altas concentragdes idnicas devem
ser analisadas cuidadosamente, pois pode ocorrer
agregacdo de lipopolissacarideos, causando um
falso negativo®®. Essa interferéncia potencial ndo foi
evidente no presente estudo.

Bambauer et al.'! diluiram amostras de dialisato,
que possuiam bicarbonato em sua composi¢do, a fim
de evitar interferéncias causadas pela presenca desse
componente nos ensaios de LAL. Os autores também
apontaram que os dialisatos compostos por diferentes
tipos de concentrado polieletrolitico ndo influenciaram
estatisticamente nos resultados dos testes.

Em um estudo que analisou a interferéncia da
solucdo salina por concentrados de hemodialise na
determinacio de endotoxina usando LAL, os autores
concluiram que o método de coagulagio em gel
pode ser satisfatoriamente utilizado para a andlise
de fluidos em hemodiilise. O estudo também relata
que o teste cromogénico compendial, por exigir mais
tempo, teve seu uso limitado a situagdes especificas,
exigindo dilui¢des adicionais da amostra.’ Como
o PTS® realiza andlises em um tempo reduzido de
15 minutos, a limitagio do método cromogénico
compendial poderia ser evitada no presente estudo,
apesar de as amostras ndo terem sido diluidas.

Uma pesquisa que realizou a validacio do PTS®
considerou como critérios aceitdveis o coeficiente de
variacdo dos canais 1 e 3, o coeficiente de variacdo dos
canais 2 e 4 e a porcentagem de recuperacdo de picos,
concluindo que o PTS® pode substituir o método de
coagulagio em gel.?? Os outros critérios de validacdao
descritos por compéndios oficiais e organizagdes
internacionais, nio foram aplicados pelo autor.'>1%20

Estudo semelhante, que considerou os mesmos
trés critérios, analisou amostras de produtos
biofarmacéuticos e agua para produtos injetdveis,
concluindo que ambos apresentaram resultados
negativos quando analisados pelo PTS® e pelo método
de coagulagio em gel. Os autores enfatizaram o fato
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de o PTS® ser um sistema miniaturizado, reduzindo
o volume de amostra usado no teste e minimizando a
manipula¢io de analistas e o risco de contaminagdo
ex6gena. Eles também apontam que o PTS® forneceu
resultados em 15 minutos enquanto o método de
coagulagdo em gel levou 1h.** Nesta comparagio, os
autores ndo enfatizaram o tempo de preparacdo da
amostra e do reagente, nem mesmo para o nimero da
amostra e as repeticoes.

No presente estudo, o tempo de preparacdo das
amostras e reagentes no método convencional foi de
cerca de 45 minutos, enquanto no PTS® foi de 15
minutos. Durante os 15 minutos de PTS®, foram
realizadas a manipula¢io da amostra e do cartucho,
bem como a inser¢io dos dados no dispositivo, uma
vez que ndo houve necessidade de preparagio do
reagente, o que justifica 0 menor tempo nesta etapa.

A andlise levou 60 minutos no método convencional
e, em média, 15 minutos no PTS®. Observou-se
que quanto maior o nivel de endotoxina presente na
amostra, menor o tempo de analise do dispositivo.

Durante o estudo de aplicabilidade, 8 amostras
foram analisadas em triplicata por dia; portanto, o
tempo total gasto no método convencional foi de 115
min, enquanto no PTS® foi de 60 min por amostra,
perfazendo um total de 480 min para analisar as 8
amostras em triplicata. Portanto, em relacdo ao tempo
de analise, o PTS® foi rdpido no que diz respeito
ao monitoramento iz loco, envolvendo a andlise de
algumas amostras. Enquanto em laboratério, com
muitas amostras, o PTS® pode consumir muito tempo.

O monitoramento da qualidade da dgua tratada
para didlise e dialisato é de fundamental importincia
para a qualidade e segurancga do tratamento. Portanto,
a legislagio atual determina que andlises mensais de
endotoxinas sejam feitas no dialisato, semelhante a
determinacgio da contagem de bactérias heterotroéficas
no dialisato.

No entanto, os compéndios oficiais descrevem
métodos de teste de rotina que exigem alto tempo de
andlise e alto nivel de manipula¢do pelo analista. O



presente estudo mostrou que o PTS®, como método
alternativo automatizado, é adequado em relagio
ao tempo de andlise ao lidar com andlises in loco e
em tempo real. No entanto, para laboratérios que
realizam vérias andlises didrias, consome mais tempo
que o método convencional. Dados os resultados
da valida¢do e as concentragdes escolhidas para o
estudo e de acordo com o tipo de amostra analisado,
o PTS® foi adequado para amostras que se espera
estarem ausentes de endotoxinas ou dentro da faixa
operacional de 0,25 a 1 EU/mL.
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